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و با  in vitroط ، در شراي)nano-Ag(اين تحقيق با هدف بررسي اثرات سميت سلولي و ژنتيكي نانوذرات نقره 
به عنوان مدل ) RTG-2 Cell line(كمان هاي لاين فيبروبلاستي گناد ماهي قزل آلاي رنگيناستفاده از سلول

با ميانگين اندازه كمتر از ) نانوسيد(هاي مختلف نانوذرات نقره تيمار از غلظت 9آزمايش با . آزمايشگاهي، انجام گرفت
. ميكروگرم بر ميلي ليتر، انجام گرفت 50و  10، 5، 1، 5/0، 1/0، 05/0، 01/0، )گروه كنترل( صفرشامل ، نانومتر 10

ساعت اثرات سميت سلولي و سميت  24هاي مورد نظر، قرار داده شدند و بعد از گذشت ها در معرض غلظتسلول
، 24هاي ر زمانها، دهمچنين اثر نانوذرات نقره بر روي رشد و مورفولوژي سلول. مورد سنجش قرار گرفت ژنتيكي

نتايج نشان دادند نانوذرات نقره . ساعت بعد از در معرض نانوذرات نقره بودن، مورد ارزيابي قرار گرفت 72و  48
نتايج حاصل . باشند كه اين اثرات وابسته به غلظت استهاي ماهي ميبر سلول داراي اثرات سميت سلولي و ژنتيكي

يابد به افزايش مي هااثرات سميت سلولي آن نقره فزايش غلظت نانوذراتسميت سلولي نشان داد كه با اآزمون از 
دهنده نشان ژنتيكيسميت آزمون  همچنين نتايج. ها از بين رفتندتمامي سلول µg/ml 50طوري كه در غلظت 

تيمار  به طوري كه. ها در تيمارهاي مورد آزمايش در مقايسه با گروه شاهد بودندافزايش در فراواني ريز هستك
µg/ml  1  05/0( درصد 232باP< ( و تيمارµg/ml  5  و تيمار  درصد  251باµg/ml  10  درصد  261با)001/0P< (

گيري كلي در نتيجه. ها نسبت به گروه كنترل، اختلاف كاملا معني داري را نشان دادندافزايش در فراواني ريز هستك
صرف محصولات حاوي نانوذرات نقره، احتمال رهايش اين نانوذرات توان بيان نمود به دليل گستردگي توليد و ممي

لذا اين موضوع، لزوم مطالعه اثرات زيست محيطي رهايش اين نانوذرات و . در محيط زيست آبي، دور از ذهن نيست
  .نمايدراهكارهاي جلوگيري يا كاهش اين اثرات را، تأكيد مي
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   مقدمه
استفاده از نانوذرات، در سطح جهان هر روزه در حال افزايش 

در مورد اثرات زيست محيطي  محدوديولي هنوز اطلاعات  است
 Farkas et( ها، به ويژه براي موجودات آبزي در دسترس استآن

al. 2011( .100 تا 10بين  هاآن ابعاد كهموادي هستند  1اتنانو ذر 
اين اندازه بسيار  .)ASTM International  2006( دنانومتر باش

هاي خاصي مانند سطح بسيار زياد و واكنش كوچك ويژگي
ها در مورد اثرات دهد كه باعث شده نگرانيها ميپذيري بالا به آن

نانوذرات نقره اغلب . )Auffan et al. 2009(ها بيشتر شود مضر آن
 گيردتفاده قرار ميبه دليل خواص ضد باكتريايي آن مورد اس

)Farkas et al. 2011 .( Soltani et al. (2009) اي نشان در مطالعه
ميكروگرم بر ميلي ليتر،  15تا  10دادند نانوذرات نقره با غلظت 

ها شامل زا در ماهياثرات كشنده بر چهار گونه باكتري بيماري
Streptococcus iniae ،Lactococcus garvieae، rucker 

Yersinia  وAeromonas hydrophila امروزه در . دارند
هاي محصولات گوناگوني مانند پارچه، تجهيزات پزشكي، دستگاه

- نگهداري غذا، لوازم آرايشي و غيره از نانوذرات نقره استفاده مي

اين . )Cheng et al. 2004; Chen and Schluesener  2008(شود 
ين توليد و يا در حالي است كه سرنوشت نانوذراتي كه در ح
شوند، نامعلوم استفاده از اين محصولات در محيط زيست رها مي

به دليل گستردگي  كه داده مطالعات اخير نشان. باقي مانده است
شود، رهايش و محصولاتي كه امروزه از نانوذرات نقره توليد مي
 .Farkas et al( انتقال به محيط زيست آبي، بسيار محتمل است

 نانوذرات از تعداد زيادي مياندر  كهر حالي است اين د ).2011
محيط  براي خاص نگرانيتوجه و  از 2نقره ، نانوذراتدر دسترس

يكي از  به عنوان، يوني نقرهچرا كه  آبي برخوردار است زيست
ديگر جانداران آبزي  ها وماهي سمي برايفلزات  مهمترين

حد  هاي بسيار پايين درشود كه حتي در غلظتمحسوب مي
  ).Davies et al. 1978( باشدكشنده ميميكروگرم بر ليتر 

به عنوان منبع يون نانوذرات نقره مطالعات اخير نشان داده كه  
اي بر روي جلبك در مطالعه .كنندنقره عمل مي

Chlamydomonas reinhardtii كه نانوذرات نقره  مشخص شده

                                                            
1 Nanoparticle 
2 Nano-Ag 

ادي در اين به مقدار زي به عنوان منبع يون نقره عمل كرده و
طول زنجيره غذايي به  در تواندو مييابد ميها تجمع پلانكتون

به انسان منتقل شود  سرانجاماي بالاتر و حتي سطوح تغذيه
)Navarro et al. 2008.( ذرات در موجودات آبزي  همچنين نانو

-ميها نيز جذب و تجمع ها، سخت پوستان و ماهيمانند صدف

 ;Kashiwada  2006; Lee et al. 2007; Tao et al. 2009( يابد

Ward and Kach  2009( . Griffitt et al. (2009) نشان دادند
قرار  پس از) Danio rerio(ميزان يون نقره در بدن ماهي زبرا 

نانوذرات نقره، به ميزان  ميكروگرم بر ليتر 1000گرفتن در معرض 
دند نشان دا In vivoآزمايشات  .بسيار زيادي افزايش يافت

 100نانومتر با غلظت  20نانوذرات نقره با اندازه ميانگين 
 )Salmo salar( 3براي ماهي آزاد اقيانوس اطلس ،ميكروگرم بر ليتر

هاي كمتر از آن باعث واكنش هاي باشد و در غلظتكشنده مي
 .)Farkas et al. 2011( شودمي 4بيوماركرهاي تحت كشنده

جانبي  عوارض، In vivoرت اي ديگر به صوهمچنين در مطالعه
، دافني و دو گونه جلبك، )Danio rerio(نانو نقره بر ماهي زبرا 

  ).Griffitt et al. 2008, 2009( گزارش شده است

خواص  در محيط زيست آبي، تا حدود زيادي به نانوذراترفتار 
 خواصمانند  ؛دارد بستگي محيطي زيست شرايط ونانوذرات 

  pH،هايوني آن قدرتها، آن يزيكيخواص ف سطحي نانوذرات،
 Domingos et al. 2009; El(در محيط  مواد آليحضور محيط و 

Badawy et al. 2010 .( از آنجا كه در آزمايشات مربوط به اثرات
، كنترل تمام اين شرايط In vivoآلايندگي نانوذرات، در شرايط 

زمايشات باشد لذا مطالعات اخير بيشتر به سمت آمي بسيار دشوار
 5هاي لاينسلول، و به خصوص با استفاده از in Vitroدر شرايط 

لعات اخير تجمع در مطا. انديافته ، سوق)هاي سلوليتيره(
هاي كبدي نشان هايي مانند ماكروفاژها و سلولنانوذرات در سلول

 .)Witsap et al. 2009; Johnston et al. 2010( داده شده است
) 7و ژنتيكي 6سميت سلولي(رات سمي اث in Vitroمطالعات 

 هايسلول،  8هاي كبد موشنانوذرات را به خوبي در سلول

                                                            
3 Atlantic salmon 
4 Sub-lethal biomarker responses 
5 Cell lines 
6 Cytotoxicity 
7 Genotoxicity 
8 BRL 3A Cells 
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هاي لاين و سلول 2انسان هاي كبديو سلول 1انساني فيبروبلاست
 ;Hussain et al. 2005; Lee et al. 2007( اندنشان داده 3ماهي

Griffitt et al. 2009(.  نقره  ژنتيكي نانوذراتاثرات سميت بررسي
 كه نشان داد ،)Oryzias latipes( 4هاي لاين ماهي مداكابر سلول

 شوند 5توانند باعث اختلالات كرموزومينانوذرات نقره حتي مي
)Wise et al. 2010(.  

جهان در با توجه به مطالب ذكر شده، با اينكه تحقيقات در سطح 
ب هاي اخير به سمت بررسي اثرات مخرزمينه نانوفناوري در سال

يقات متأسفانه در ايران تحق زيست محيطي آنها سوق يافته است،
لذا اين تحقيق با هدف بررسي . باشددر اين زمينه بسيار اندك مي

 in Vitroدر شرايط ت سلولي و ژنتيكي نانوذرات نقره اثرات سمي
هاي لاين فيبروبلاستي گناد ماهي قزل آلاي و با استفاده از سلول

 . به عنوان مدل آزمايشگاهي، انجام گرفت )RTG-2( 6رنگين كمان

 . گرفت

  
   هامواد و روش

  تهيه نانو ذرات نقره 
نانو ذرات نقره مورد استفاده در اين تحقيق، از توليدات شركت 

مورد استفاده قرار گرفت ، نانو نصب پارس با نام تجاري نانوسيد
)United State Patent application under No. US/2009/ 

اين ماده به صورت كلوئيد در آب بوده و ماده حامل  .) 0013825
بر اساس . باشدات نقره در اين محصول آب مقطر مينانو ذر

، ميانگين نانوذرات اين )TEM(تصاوير ميكروسكوپ الكتروني 
نانومتر از سوي شركت سازنده اعلام شده  10محصول كمتر از 

  .)1شكل(است 
  كشت سلولي
  هاي آبزيانشگاه كشت سلوليآزماكشت سلولي در تمام مراحل 

و حشرات در واحد بانك ژن و سلول موسسه تحقيقات و سرم 
از روش  RTG-2 هايبراي كشت سلول. سازي رازي انجام شد

با مقداري اصلاحات و ، اي مشابههدر مطالعشرح داده شده 
 تغييرات با توجه به شرايط آزمايشگاهي موجود، استفاده شد
                                                            
1 IMR-90 Cells 
2 HepG2 Cells 
3 Fish cell lines 
4 OLHNI2 cells 
5 Chromosomal aberrations and aneuploidy 
6 RTG-2 Cell line (Rainbow Trout  gonad Cell line) 

)Marabini et al. 2011( .هايسلول 7براي احياي RTG-2   از
كه به عنوان  Biosera, United Kingdom( MEM8( محيط كشت

استفاده شد اما از  ها مطرح است،اختصاصي براي اين سلولمحيط 
از  ، لذاها در اين محيط رشد مطلوبي نشان ندادندآنجايي سلول

-فلاسكها در آن ها،براي كشت سلول. استفاده شد L159محيط 

 ,®Gibco(، حاوي محيط كشت cm225 هاي كشت سلولي 

USA(L15  ،10 درصد )Gibco®, USA( 10FBS درصد يك و 
در  ،)Sigma–Aldrich, Germany( استروپتومايسين -سيلينپني

، انكوبه شدند تا 3/7با  برابر pHگراد و درجه سانتي 22دماي 
. د كنندهاي كشت سلولي به طور كامل رشها در فلاسكسلول

ها از فلاسك و انجام كردن سلول سپس با تريپسيناز كردن و جدا
ر هاي مورد نظهاي متوالي تعداد سلولعمل پاساژ سلولي و كشت

  ).Marabini et al. 2011(براي انجام آزمايشات بدست آمد 
  

  
از سوسپانسيون نانوذرات نقره  TEMوير ميكروسكوپ الكتروني اتص -1شكل

گرفته از وب سايت شركت سازنده به نشاني بر) (نانوسيد(
www.nanocid.com(  

  طراحي آزمايش
  11آزمون سميت سلولي

                                                            
7 Revive 
8 Medium with Earle salt 
9 L-15 Medium (Leibovitz) 
10 Fetal bovine serum 
11 Cytotoxicity assay 
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از آزمون  سميت سلولي ناشي از نانوذرات نقره،براي تعيين اثرات 
MTT1 شرح داده شده توسط ،et al. (2006) Ahmad استفاده شد .

توان بوسيله آن ميي است كه آزمايش دقيق ،MTTسنجش . شد
هاي مختلف را به فاكتورهاي خارجي از جمله سلولپاسخ 

ي يفاكتورهاي رشد، مواد سايتوتوكسيك و ساير عوامل شيميا
كه يك روش رنگ سنجي  MTTاساس آزمون . ارزيابي كرد

است، شكستن نمك تترازوليوم توسط آنزيم سوكسينات 
نتيجه اين . هاي زنده استميتوكندريايي سلول 2دهيدروژناز
د بلورهاي فورمازان ارغواني رنگ است كه توسط دي فعاليت ايجا

هر . آيندبه صورت محلول در مي) DMSO( 3متيل سولفوكسايد
ها فعال تر و تعدادشان بيشتر باشد، ميزان رنگ ايجاد چه سلول

  ).Francis et al. 1986; Ahmad et al. 2006(شده بيشتر است 
اي خانه 96هاي كشت سلولي از پليت براي انجام اين تست،

هاي كشت سلولي، لاسكها در فبعد از كشت سلول. استفاده شد
اي با خانه 96هر چاهك به پليت عدد در  20000با تراكم  هاسلول

ها ساعت، كه سلول 24بعد از . ل شدندمنتق ،همان شرايط كشت
ه رشد قرار با شرايط پليت سازگار شدند و دوباره در چرخ

، 1/0، 05/0، 01/0صفر، ( مورد نظر هايگرفتند، در معرض غلظت
از نانوذرات نقره قرار  )ليترميكروگرم بر ميلي 50و  10، 5، 1، 5/0

ها با توجه به مطالعات اخير در زمينه اثرات اين غلظت .داده شدند
 .Hussain et al. 2005; Arora et al)سميت سلولي نانوذرات نقره 

2008; Gopinath et al. 2008; Wise et al. 2010)  و همچنين
نتايج آورده ( 4IC50هايي جهت بدست آوردن انجام پيش آزمون

بدين صورت كه محيط كشت رويي  .دش، انتخاب )نشده است
هاي مورد و با محيط كشت كامل كه حاوي رقت دشها حذف آن

ساعت  24بعد از . دشجايگزين  ،نظر از نانوذرات نقره بود
انوذرات نقره، محيط كشت هر ها در معرض نانكوباسيون سلول

 ,Sigma–Aldrich) ميكروليتر از محلول 30د و شچاهك تخليه 

Italy) 5MTT )5 به هر چاهك افزوده شد ) ليترگرم در ميليميلي
گراد در درجه سانتي 20ساعت ديگر در دماي  4و پليت به مدت 

                                                            
1 MTT assay 
2 Suksinat dehidrogenase 
3 Dimethyl sulfoxide 
4 half maximal inhibitory concentration 
5 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 

 130سپس مايع رويي هر چاهك خارج و . دشتاريكي انكوبه 
 دبه هر چاهك اضافه ش Merck, Germany (DMSO( ميكروليتر

. ها حل شوندتا بلورهاي فورمازان تشكيل شده در ته چاهك
دقيقه در دماي اتاق بر روي پليت شيكر قرار  10پليت به مدت 

سپس جذب نوري هر چاهك با استفاده از دستگاه . شدداده 
 DMSOنانومتر در مقابل بلانك خالي  415در طول موج  6الايزا

چاهك به عنوان  4لازم به ذكر است براي هر غلظت  .قرائت شد
. بار تكرار شد 2تكرار در نظر گرفته شده بود و تمام مراحل نيز 

 هايمعادلهميزان توكسيسيتي ايجاد شده با استفاده از  در نهايت،
 Francis et al. 1986; Ahmad et() 2و1معادله( دشزير محاسبه 

al. 2006(.  
  )1معادله 

 
 

  )2معادله 

 
 

  7آزمون سميت ژنتيكي
آزمون  سميت ژنتيكي ناشي از نانوذرات نقره، ازبراي تعيين اثرات 

 .Hussain et al و از روش شرح داده شده توسط 8هستك ريز

ساعت انكوباسيون  24بعد از  بدين منظور. استفاده شد (2005)
ه، هاي مورد نظر از نانوذرات نقرها در معرض غلظتسلول

هر (محتويات هر فلاسك كشت به لوله سانتريفيوژ منتقل شد 
به  g 1500 و بعد از سانتريفيوژ با دور) سلول 106تيمار با تراكم 

ها كه ت رويي دور ريخته شد و سلولدقيقه، محيط كش 10مدت 
بافر فسفات  ، با استفاده ازدر انتهاي لوله رسوب كرده بودند

(PBS) پس از خشك . م منتقل شدندشستشو شده به بر روي لا
دقيقه  10در متانول خالص به مدت ها لامشدن در معرض هوا، 

در بافر فسفات  درصد 10تثبيت و توسط محلول رنگي گيمسا 
(PBS)  شدند و پس از گذشت چند  آميزيدقيقه رنگ 20به مدت

ساعت جهت خشك شدن در معرض هوا، توسط  ميكروسكوپ 
با استفاده از  100عدسي شيئي (رابر ب 1000نوري با بزرگنمايي 

                                                            
6 Elayza reader 
7 Genotoxicity assay 
8 Micronucleus assay 
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و فراواني ريز  مورد مشاهده قرار گرفتند )سيونيمرروغن ا
با گروه كنترل مقايسه  محاسبه و 3با استفاده از معادله  هاهستك

در نظر ك معيارهاي زير براي شناسايي ريزهست .)4شكل( شد
گرفته شد؛ هيچ ارتباطي با هسته اصلي نداشته باشد، رنگ و 

اي كوچكتر از يك سوم افيت مشابه هسته اصلي باشد و اندازهشف
  .)Das and Nanda  1986(هسته اصلي داشته باشد 

  )3معادله 

 
 

  بررسي اثرات نانوذرات بر رشد 
هاي مختلفي انجام ها با روشسنجش قابليت رشد و حيات سلول

بلو است كه روشي  رنگ سنجي تريپانشود كه از جمله روش مي
و در نتيجه حيات  هاارزيابي يكپارچگي غشاي سلولآسان براي 
اس اين روش اس. )Moldeus et al. 1978(باشد ها مييا مرگ آن

ر هاي غيهاي زنده اجازه ورود رنگاين است كه غشاي سلول
هاي مرده به دهد، اما سلولالكتروليت را به درون سلول نمي

بعد از بدين منظور  .)Moldeus et al. 1978( گيرندخوبي رنگ مي
هاي ها در معرض غلظتساعت انكوباسيون سلول 72و  48، 24

از سوسپانسيون سلولي ليتر ميلي 1/0مورد نظر از نانوذرات نقره، 
محلول تريپان بلو مخلوط شد و  ميلي ليتر از يكاز هر تيمار، با 

هاي تعداد سلول) رلام نئوبا(سيتومتر بلافاصله با كمك يك همو
) هاي زندهسلول(هاي رنگ نشده و سلول) مرده(رنگ گرفته 

هاي زير درصد فعاليت حياتي سپس با استفاده از فرمول و تعيين
 4معادله ( دشهاي هر تيمار محاسبه سلول محاسبه و سپس تعداد

  .)Moldeus et al. 1978( )5و 
  )4معادله 

 
 

  )5معادله 

 
 

  

  ماريتجزيه و تحليل آ
. انجام شد SPSS 15ها با استفاده از نرم افزار تجزيه و تحليل داده
مورد تجزيه و  1ها با استفاده آزمون كاي مربعفرواني ريز هستك
براي بقيه فاكتورها، تجريه واريانس يك طرفه . تحليل قرار گرفت

ANOVA  ها در صورت مشاهده اختلاف ميان دادهد و شاستفاده
اي دانكن براي تعيين معنادار بودن يا نبودن منهاز آزمون چند دا

  .دشموجود در سطح پنج درصد استفاده  اختلاف
  

هاي تحت تيمار و گروه مورفولوژي سلول بررسي خصوصيات
 )Olympus, Japan( 2كنترل با استفاده از ميكروسكوپ معكوس

قايسه با كه نانوذرات نقره، تغييرات قابل توجهي در م نشان داد
 ها، در خصوصيات مورفولوژي سلول)الف -2شكل( گروه كنترل

هاي و با اينكه در تحقيق حاضر، داده ايحاد نموده است
هاي كمي جهت مقايسه آماري خصوصيات مورفولوژيك به داده

توان از لحاظ كيفي، تغييرات اند اما به وضوح ميتبديل نشده
ها در معرض سلول .ايجاد شده را مشاهده و مقايسه نمود
خود را از دست داده و  3نانوذرات نقره قابليت وابستگي به سطح

همچنين ميزان  .به صورت گرد و سوسپانسيون ظاهر شدند
ها در مقايسه با گروه كنترل افزايش داشته و از سلول 4گرانوليتي

ها نيز كاسته شد و به نظر رسيد سلول ها حالت جمع اندازه سلول
اين تغييرات ). و ج ب -2شكل(اند گرفتهشدگي به خود 

مورفولوژي وابسته به غلظت و زمان بود يعني با كاهش غلظت 
شود تا جايي كه از تغييرات مورفولوژيك كاسته مي نانوذرات نقره،

ها از نظر ، سلول)µg/ml  01/0تيمار(ترين غلظت پاييندر 
تيكه در در صور. مورفولوژيك تقريبا شبيه به گروه كنترل بودند

ها به طور كامل از بين سلول) µg/ml  50تيمار (بالاترين غلظت 
ين هرچه از زمان در معرض بودن همچن. )د -2شكل( رفته بودند

ها قابل مشاهده صوصيات سلولري در ختگذشت تغييرات بيشمي
 .بود

  

                                                            
1 Chi-square test 
2 Inverted microscope 
3 Anchorage dependence 
4 Granulation 

    نتايج و بحث
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) الف(در گروه كنترل  RTG-2خصوصيات مورفولوژيك سلول هاي  -2شكل
 24تصاوير بعد از ). ه و ب، ج، د(هاي در معرض نانوذرات نقره مارو تي

تيمار  )الف. گرفته شده است 200×ساعت از شروع آزمايش و با بزرگنمايي 
-nanoاز  µg/ml  5تيمار  )ج ؛nano-Agاز  µg/ml  1تيمار  )ب ؛كنترل

Agتيمار  )د ؛µg/ml 10  ازnano-Agتيمار  )ه ؛µg/ml  50  ازnano-
Ag  

 3شكلدر ) MTTآزمون (ايج مربوط به اثرات سميت سلولي نت
ار ها بسيبا افزايش غلظت نانوذرات اثرات سمي آن. آمده است
-تمامي سلول  µg/ml  50يابد به طوري كه در غلظت افزايش مي

وط به آزمون ريز هستك را نتايج مرب 4شكل. اندها از بين رفته
هيچ  µg/ml  50در تيمارلازم به يادآوري است كه . دهدنشان مي

. دشوجود نداشت و در نتيجه از اين آزمون حذف اي سلول زنده
ها در تيمارهاي هنده افزايش در فراواني ريز هستكنتايج نشان د

اما اين افزايش در . مورد آزمايش در مقايسه با گروه شاهد بودند
ليتر، با گروه ميكروگرم بر ميلي 1/0 و 05/0، 01/0تيمارهاي 

 µg/ml تيمار). >05/0P(ترل اختلاف معني داري نشان نداد كن

) >05/0P( درصد 232با  يك  µg/mlو تيمار  درصد 225با  5/0
 261با  µg/ml  10و تيمار  درصد 251با  µg/ml  5و تيمار 
ها نسبت به افزايش در فراواني ريز هستك) >001/0P( درصد

  .ن دادندداري را نشاگروه كنترل، اختلاف كاملا معني
در گروه كنترل و تيمارهاي  RTG-2هاي روند رشد سلول

نشان داده  5شكل آزمايش، به عنوان تابعي از زمان انكوباسيون در 
  .شده است
توانند براي كه نانوذرات نقره مي دادههاي اخير نشان گزارش
تا  20پودر نقره با ابعاد  نانو كهبه طوريها بسيار سمي باشند ماهي

  µg/ml 20/7 - 07/7 ساعته برابر با LC50 48ومتر، داراي نان 30
 .)Griffitt et al. 2008( باشدمي) Danio rerio(براي ماهي زبرا 

ز طريق تغيير در اثرات سميت ژنتيكي را، انانوذرات نقره همچنين 
-مطالعه .)Griffitt et al. 2009( اندداده ها، نشانبيان برخي از ژن

 نانومتر، با 20تا  5نانوذرات نقره با اندازه اي ديگر نشان داد 
اثرات سميت  سببتوانند تجمع در آلبومين ذخيره تخمك، مي

، هاي تحقيق حاضرداده .)Asharani et al. 2008(جنيني شوند 
اي اثرات همسو با اين مطالعات، نشان دادند كه نانوذرات نقره دار

وابسته به غلظت باشند كه اين اثرات سميت سلولي و ژنتيكي مي
و با مطالعات اخير همس حاضرهاي تحقيق داده). 3شكل(باشد مي

از اثرات سميت  طيفي علاوه بر آنكه نانوذرات نقره نشان دادند
ها در دهند، موجب تحريك افزايش ريز هستكسلولي را بروز مي

  .)4شكل( شودميها سلول
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   MTTسنجش شده با آزمون  RTG-2تأثير نانوذرات نقره بر فعاليت ميتوكندريايي سلول هاي  -3شكل

  .در سطح پنج و يك درصداختلاف معني دار  به ترتيب **و   *
  
  

 
  سنجش شده با آزمون ريز هستك RTG-2تأثير سميت ژنتيكي نانوذرات نقره بر سلول هاي  -4شكل

  .ي دار در سطح پنج و يك درصدبه ترتيب اختلاف معن **و   *
  

آثار سميت هاي اخير در مورد حاضر، با گزارشهاي مطالعه داده
پيش از اين، . هاي لاين مطابقت داردنانوذرات در ديگر سلول

و مهار رشد  ١فرايند مرگ سلوليمطالعات اثرات نانوذرات نقره بر 
ن هاي لاين سرطاهاي كليه همستر و سلولسلولي را در سلول

ساعت در معرض نانوذرات نقره  6كه به مدت (روده بزرگ انسان 
در معرض قرار دادن  .)Gopinath et al. 2008( ، نشان دادند)بودند
ساعت باعث  24به مدت  هاي كبد موش با نانوذرات نقرهسلول

د شاختلال در عملكرد ميتوكندريايي و نفوذپذيري غشاي سلولي 

                                                            
1 Apoptosis 

)Hussain et al. 2005( .هاي سلولدر معرض قرار دادن ين، همچن
هاي سرطان پوست و سلول) HT-1080(فيبروساركوماي انسان 

)A431 ( باعث افزايش آپوپتوزيز، استرس اكسيداتيو و سميت
توان گفت مطالعه موع ميجدر م ).Arora et al. 2008( دشسلولي 
ينه در كنار تمام مطالعاتي كه تنها در چندان سال اخير در زم حاضر

مواد را بر اند، اثرات سميت اين آلايندگي نانوذرات انجام شده
  .رساند، به اثبات ميهاي ماهيسلول
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  RTG-2تأثير نانوذرات نقره بر ميزان رشد سلول هاي  -5شكل

  
تواند براي دهد كه نانوذرات نقره ميتحقيق حاضر گزارش مي

اين يافته . اشدداشته ب ها، سميت سلولي و ژنتيكيهاي ماهيسلول
نتيكي نانوذرات تيتانيوم هاي اخير در مورد آثار سميت ژبا گزارش

هاي ماهي قزل آلاي رنگين كمان در سلولكاربيد تنگستن  و
(Vevers and Jha 2008; Reeves et al. 2008; Singh et al. 

2009;  Kühnel et al. 2009)  همسو است.  
در  Vevers and Jha (2005)اين نكته جالب توجه است كه 

- ي نانوذرات تيتانيوم بر سلولآثار سميت ژنتيك در زمينهاي مطالعه

هاي ماهي قزل آلاي رنگين كمان، هيچ گونه آثار تخريب 
كروموزومي با استفاده از آزمون ريز هستك، مشاهده نكردند در 

، با استفاده از همين آزمون، سميت حاضرحالي كه ما در تحقيق 
هاي ماهي قزل در سلول شده توسط نانوذرات نقرهژنتيكي ايجاد 

 Wise etآلاي رنگين كمان را نشان داديم كه اين يافته با مطالعه 

al. (2011)  هاي ژنتيكي نانوذرات نقره را در سلولكه سميت
. ندند، مطابقت داردابه اثبات رس )Oryzias latipes(ماهي مداكا 

يا ممكن است به  كهبوده به طوريتوضيح اين تفاوت نامشخص 
نانوذرات تيتانيوم در دليل پتانسيل متفاوت نانوذرات نقره در مقابل 

د، يا ممكن است بدليل هاي كروموزومي باشايجاد آسيب
  . هاي بكار برده در تحقيق باشدحساسيت روش

هاي ، به عنوان سلولRTG-2هاي لاين لازم به ذكر است كه سلول
  مربوط به آلودگي حتي به عنوان  عات مطال از   بسياري  در  مدل،

  

 .)Marabini et al. 2011(مدلي براي سلامت انسان، مطرح است 
 شود كهميهاي مطالعه حاضر،  پيشنهاد بنابراين با توجه به داده

براي ايجاد مخاطرات  ايپتانسيل بالقوهتوانند مي نانوذرات نقره
از آنجا كه همچنين . دنباشداشته ژنتيكي حتي براي انسان 

، به RTG-2هاي لاين ات انجام شده با استفاده از سلولمطالع
باشد ها ميبر روي ماهي In vivoهاي راحتي قابل تعميم به روش

)Marabini et al. 2011(، تواند هاي اين تحقيق ميبنابراين داده
ه براي محيط زيست آبي نشان دهنده خطرات بالقوه نانوذرات نقر

ست تا به هر حال مطالعات بيشتري لازم ا. ا باشدهبويژه ماهي
هاي سلولي و ژنتيكي توسط مكانيسم چگونگي ايجاد آسيب

ها و ، بر اين آسيبنانوذرات، تاثير اندازه و ميزان انحلال نانوذرات
ها در عين استفاده سيبهمچنين راهكارهاي جلوگيري از اين آ

  .كاربردي از نانوذرات را، مشخص كند
  قدراني تشكر و 

بدينوسيله از زحمات گروه شيلات دانشكده منابع طبيعي دانشگاه 
سرم واكسن و  موسسه تحقيقاتتهران و بخش بيوتكنولوژي 

، بويژه جناب آقاي منتظري از كارمندان بانك ژن و سازي رازي
در انجام اين تحقيق  ، و تمام عزيزاني كه ما رااين موسسه سلول

  .دشوي ميياري نمودند، تشكر و قدران
  
  
  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
92

.8
.3

.4
.0

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

18
 ]

 

                             8 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1392.8.3.4.0
https://mg.genetics.ir/article-1-1167-fa.html


  حميد فرحمند و همكاران    ...هاي مطالعه صدمات ناشي از نانوذرات نقره بر سلول    
 

 1392 پاييز/ 3شماره / تمشهدوره / ژنتيك نوين 259

 

  
   منابع

Ahmad S, Ahmad A, Schneider KB, White CW (2006) 
Cholesterol interferes with the MTT assay in human 
epithelial-like (A549) and endothelial (HLMVE and 
HCAE) cells. International Journal of Toxicology 25: 17-
23. 
Arora S, Jain J, Rajwade JM, Paknikar KM (2008) 
Cellular responses induced by silver nanoparticles: in vitro 
studies. Toxicology Letters 179: 93-100. 
Asharani PV, Wu YL, Gong Z, Valiyaveettil1 S (2008) 
Toxicity of silver nanoparticles in zebrafish models. 
Nanotechnology 19: 1-8. 
Asharani PV, Mun GLK, Hande MP, Valiyaveettil S 
(2009) Cytotoxicity and genotoxicity of silver 
nanoparticles in human cells. ACS Nano 3: 279-290. 
Auffan M, Rose J, Bottero J, Lowry GV, Jolivet J, 
Wiesner MR (2009) Towards a definition of inorganic 
nanoparticles from an environmental, health and safety 
perspective. Nature Nanotechnology 3: 634-641.  
ASTM International (2006) ASTM E 2456-06. 
Terminology for Nanotechnology, available at 
http://www.astm.org. 
Chen X, Schluesener HJ (2008) Nanosilver: a nanoproduct 
in medical application. Toxicology Letters 176: 1- 12. 
Cheng D, Yang J, Zhao Y (2004) Antibacterial materials 
of silver nanoparticles application in medical appliances 
and appliances for daily use. China Medical Equipment 4: 
26-32. 
Das R, Nanda N, (1986) Induction of micronuclei in 
peripheral erythrocytes of fish Heteropneustes fossilis by 
mitomycin C and paper mill effluent. Mutation Research 
175: 67-71. 
Davies PH, Goettl JR, Smiley JR (1978) Toxicity of silver 
to rainbow trout. Water Research 12: 1113-1117. 
Domingos RF, Tufenskji N, Wilkinson KJ (2009) 
Aggregation of titanium dioxide nanoparticles: role of 
fulvic acid. Environmental Science and Technology 43: 
1282-1286. 
El Badawy AM, Luxton TP, Silva RG, Scheckel KG, 
Suidan MT, Tolaymat TM (2010) Impact of environmental 
conditions (pH, ionic strength, and electrolyte type) on the 
surface charge and aggregation of silver nanoparticles. 
Environmental Science and Technology 44: 1260-1266. 
Farkas J, Christian P, Gallego-Urrea JA, Roos N, 
Hassellöv M, Tollefsen KE, Thomas KV (2011) Uptake 
and effects of manufactured silver nanoparticles in 
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) gill cells. Aquatic 
Toxicology 101: 117-125. 
Francis D, Rita L (1986) Rapid colorometric assay for cell 
growth and survival. modifications to the tetrazolium dye 
procedure giving improved sensitivity and reliability. 
Journal of Immunological Methods 89: 271-277. 
Gopinath P, Gogoi SK, Chattopadhyay A, Ghosh SS, 
(2008) Implications of silver nanoparticle induced cell 
apoptosis for in vitro gene therapy. Nanotechnology 19: 1-
10. 
 

 
 
Griffitt RJ, Luo J, Gao J, Bonzongo JC, Barber DS (2008) 
Effects of particle composition and species on toxicity of 
metallic nanomaterials in aquatic organisms. 
Environmental Toxicology and Chemistry 27: 1972-1978. 
Griffitt RJ, Hyndman K, Denslow ND, Barber DS (2009) 
Comparison of molecular and histological changes in 
zebrafish gills exposed to metallic nanoparticles. 
Toxicological Sciences 107: 404-415. 
Hussain SM, Hess KL, Gearhart JM, Geiss KT, Schlager 
JJ (2005) in vitro toxicity of nanoparticles in BRL 3A rat 
liver cells. Toxicology in vitro 19: 975-983. 
Johnston HJ, Semmler-Behnke M, Brown DM, Kreyling 
W, Tran L, Stone V (2010) Evaluating the uptake and 
intracellular fate of polystyrene nanoparticles by primary 
and hepatocyte cell lines in vitro. Toxicology and Applied 
Pharmacology 242: 66-78. 
Kashiwada S (2006) Distribution of nanoparticles in the 
see-through medaka (Oryzias latipes). Environmental 
Health Perspectives 114: 1697-1702. 
Kühnel D, Busch W, Meisner T, Springer A, Potthoff A, 
Richter V, Gelinsky M, Schol S, Schirmer K. (2009) 
Agglomeration of tungsten carbide nanoparticles in 
exposure medium does not prevent uptake and toxicity 
toward a tainbow trout gill cell line. Aquatic Toxicology 
93: 91 99. 
Lee KJ, Nallathamby PD, Browning LM, Osgood CJ, Xu 
XN (2007) In vivo imaging of transport and 
biocompatibility of single silver nanoparticles in early 
development of zebrafish embryos. ACS Nano 1: 133-143. 
Marabini L, Calò R, Fucile S (2011) Genotoxic effects of 
polychlorinated biphenyls (PCB 153, 138, 101, 118) in a 
fish cell line (RTG-2). Toxicology in Vitro 25: 1045-1052. 
Moldeus T, Hogberg J, Orrhenius S, Fleischer S, Packer L 
(1978) Trypan blue dye exclusion method. Methods in 
enzymology 52: 60-71. 
Niemeyer CM (2001) Nanoparticles, proteins, and nucleic 
acids: biotechnology meets materials science. Angewandte 
Chemie International Edition 40: 4128-4158. 
Rahman-Nya J (2009) US Patent No: 2009/0075818. 
Reeves JF, Davies SJ, Dodd NJF, Jha AN (2008) 
Hydroxyl radicals (OH) are associated with titanium 
dioxide (TiO2) nanoparticle-induced cytotoxicity and 
oxidative DNA damage in fish cells. Mutation Research 
640: 113-122. 
Singh N, Manshian B, Jenkins GJS, Griffiths SM, 
Williams PM, Maffeis TGG, Wright CJ, Doak SH (2009) 
NanoGenotoxicology: the DNA damaging potential of 
engineered nanomaterials. Biomaterials 30: 3891-3914. 
Soltani M, Ghodratnema M, Ahari H, Ebrahimzadeh 
Mousavi H A, Atee M, Dastmalchi F, Rahmanya J (2009) 
The inhibitory effect of silver nanoparticles on the 
bacterial fish pathogens, Streptococcus iniae, Lactococcus 
garvieae, Yersinia ruckeri and Aeromonas hydrophila. 
International Journal of Veterinary Research 3: 137-142. 
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
92

.8
.3

.4
.0

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

18
 ]

 

                             9 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1392.8.3.4.0
https://mg.genetics.ir/article-1-1167-fa.html


  همكاران حميد فرحمند و              ...هاي مطالعه صدمات ناشي از نانوذرات نقره بر سلول
 

 260  1392پاييز/3شماره/تمشهدوره/ ژنتيك نوين

 

Tao X, Fortner JD, Zhang B, He Y, Chen Y, Huges JB 
(2009) Effects of aqueous stable fullerene nanochrystals 
(nC60) on Daphnia magna: evaluation of sub-lethal 
reproductive responses and accumulation. Chemosphere 
77: 1482-1487. 
Vevers WF, Jha, AN (2008) Genotoxic and cytotoxic 
potential of titanium dioxide (TiO2) nanoparticles on fish 
cells in vitro. Ecotoxicology 17: 410-420. 
Ward JE, Kach DJ (2009) Marine aggregates faciliate 
ingestion of nanoparticles by suspension-feeding bivalves. 
Marine Environmental Research 68: 137-142. 
Wise JP, Goodale BC, Wise SS, Craig AG, (2010) Silver 
nanospheres are cytotoxic and genotoxic to fish cells. 
Aquatic Toxicology 97: 34-41. 

Witsap E, Kupferschmidt N, Bengtsson L, Hultenby K, 
Smedman C, Paulie S, Garcia-Bennett AE, Fadeel B, 
(2009) Efficient internalization of mesoporous silica 
particles of different sizes by primary human macrophages 
without impairment of macrophage clearance of apoptotic 
or antibody-opsonized target cells. Toxicology and 
Applied Pharmacology 239: 306-319. 
Woodrow Wilson International Center for Scholars (2008) 
The Project on Emerging Nanotechnlogies. Consumer 
Products. An Inventory of Nanotechnology-Based 
Consumer Products Currently on the Market [cited 2008 
May 31] http://www.nanotechproject.org/inventories/ 
consumer.

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
92

.8
.3

.4
.0

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

18
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1392.8.3.4.0
https://mg.genetics.ir/article-1-1167-fa.html
http://www.tcpdf.org

